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メ ン ブ レ ン ・ ス トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー と して の

　　細胞膜損傷の 誘発 に よる殺菌 とモ ニ タ リン グ

土戸　哲 明 ＊ ・坂元 仁

　生 物 を 対象と して ス トレ ス をバ イ オ テ ク ノ ロ ジーに 利

用す る 立 場 を ス ト レ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジ
ー

と呼ぶ こ とに

すれ ば，1・2）と くに細 胞 膜 に お け る ス ト レ ス に 焦点 を お く

もの は メ ン ブ レ ン ・ス トレ ス バ イオ テ ク ノ ロ ジーで あ る，

前者 の 研究 は 最近 の ス トレ ス 応答 の 生 理学的，分子 生 物

学的研 究の 進 展 と あい ま っ て 次第に 注 目 され つ つ あ る

が，後者の 展 開 は ま だそ れ ほ ど 目立 っ て い な い ようで あ

る．著者ら 3）は食品 や環境 の 殺菌 ・静菌などの 微生物制

御を応用的研究分野 と しつ つ ，他方 で は その 基礎と して

種 々 の 物理的，化学的 ス トレ ス に よ る微 生 物細胞 の 損傷

と応答機構 の 解析研究を進 め て きて い る．こ の テ
ー

マ で

は，以前に殺菌 ・静菌に お け る ス トレ ス バ イオテ ク ノ ロ

ジー
の 概念と題 して 本誌特集に 記 述 して い る 1）が，そ れ

らの 内容 に は 細胞膜 に 関す る もの が多く あ り，そ こ で本

稿 で は，そ の 後 の 研究も含めて それ らの 概括的な内容を

紹 介 した い ．

殺菌プ ロ セ ス と その ス トレ ス に よる細菌細胞膜の 損傷

　殺菌プ ロ セ ス の 適 用 に お い て ，食 品 な ど殺菌対象物 の

品質劣化を考慮 しなければならない 場合には比 較的温和

な条件が設定され る．その ために殺菌処理直後には生 死

が決定され て い ない い わゆる損傷菌が多数発生 し
， そ の

回復 の 可否 に よ っ て 殺菌効果が左右され る こ と に な る．

した が っ て ，こ の よ うな場合，よ り信頼性 の 高い 適 用 条

件設定や効果 の 評価
・
予測を行 うた め に は，細胞 の 損傷 ・

回復につ い て 細胞 レ ベ ル ，さらに は分子 レ ベ ル で の 理解

が必 要 とな る．殺菌処理 は 微生物 に とっ て は 致死的 ス ト

レ ス に さらされ る こ とで あ り ， そ の 種類に よ っ て 細胞 の

さま ざま な部位が損傷を受 け，また修復され る が，そ れ

らの 事 象の 因果関係 は き わ め て複雑 で あ る．4）

　致死 的 ス トレ ス に よ る細胞膜 の 損傷 で は，細胞膜 の 構

造
・
機能 の 損傷 に 加 え て それ が 基 に な っ て DNA や タ ン

パ ク質な ど他 の 分 子 に 二 次的な損傷を誘起す る こ とが あ

る．た とえば，好気条件下 で の 細菌を加熱処理 した とき，

そ の 致 死 効果 は 熱 の
一
次的作用 だ け で なく，熱 に よ る 細

胞 膜 損傷 の た め に そ こ に 局在す る 呼吸系酵素 か ら活性酸

素 が 多 く発 生 し，そ れ に よ っ て 酸化的損傷 が 発 生 し て 死

に 至 る 場合が あ る．4）ま た ，加熱処 理 に お い て は，そ の 間
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図 1，非 平衡 下で の 物理 的 処 理 に よ る 細 菌細 胞 膜 の 損 傷 と死 滅
4 ｝

の
一

定温度 で の 加 熱効果 だ けを問題 に す る い わ ゆ る 平衡

条件 下で の 損傷 だ けで なく，加 熱前 の 温 度 か ら 致死 温 度

へ の 昇温 過程，す なわち非平衡条件下 で の 温度 シ ョ ッ ク

に よ る損傷も 考 え る べ き で あ る．加熱 に 限 らず，こ の 非

平衡 ドで の 急激 な致 死 的 ス トレ ス に お い て は，外界 との

境界に位置す る細胞膜 に 損傷が 起 こ りやす い こ と が 想像

で き る （図 1）．4）

　次 に ス トレ ス 後 の 回復と応答に っ い て は，こ れ らの 過

程 で 細胞 の ス ト レ ス 応答 シ ス テ ム が そ の 機能 に 深 く 関

わ っ て い る．紫外線に よ る損傷は，放射線生 物学 の 分野

で 詳細 に DNA 修復機構 が 研究 され，　 SOS 応答 の 存在 も

明 らか に された が，加熱処理 に お い て は 熱 シ ョ ッ ク 応答

に 関係す る特異的なシ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク質やプ ロ テ アー

ゼ な ど の 熱シ ョ ッ ク タ ン パ ク質が機能 し，過酸化水素や

パ ラ コ
ー トな どの 活性酸素発 生 薬剤 に よ る処 理 に お い て

も酸化 ス トレ ス 応 答 が 発現す る こ とが 知 られ て い る．i）

さらに，各種 ス トレ ス に よ っ て ，大腸菌 で は σ
s，枯草菌

で は σ
B が調節因 子 で あ る

一
般 ス ト レ ス 応答 も作動す

る．5）本稿 で 問題 に して い る 細胞表層の 損傷に 対 して は ，

大腸菌 で は σ
E が 支 配 す る 表 層 ス トレ ス 応 答 が 働 く こ と

も報 告され 5）
， そ の シ ス テ ム が解明 され つ つ あ る 6｝．

　著者 らは，物理的 お よび化学的 ス トレ ス に さ ら した 細

菌細胞 に お け る損傷 とそ の 回 復，適応 ，応答 耐 性 に つ
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い て ， 比 較的 占 く か ら検討 して きて い る η．とくに 加熱

処理 に つ い て は，大腸 菌を 対象に その 熱 死 滅 に 対 す る細

胞膜 に お け る脂 質相 転 移，相分離 の 関与を指摘 し
， そ れ

ら が 急速加熱や加 熱直前 の 保持温度 に よ る熱耐性変動 の

要囚 で あ る こ と を示唆 し た．7−lo）ま た ，加熱 処 理 細 胞 に

つ い て ，外膜構造 の ブ レ ッ ブ 化，膜胞遊離化，ペ リプ ラ

ズ ム 酵素漏出，リボ多糖遊 1出，細胞 表面疎水性 の 上 昇．，

ホ ス ホ リパ ーゼ 感 受性化，疎水性蛍光色素透過 ， 疎水性

抗菌剤感受性化な どの 事象を報告 し，そ の 外膜損傷機構

を明 らか に す るとともに，7
−10｝細胞質膜 や 細胞質 の タ ン

パ ク 質 ・酵素 の 損傷，失活 に つ い て も解析 し て き て い

る，7
−10）さ らに，加熱後 の 損傷細胞 の 適温保 温中に，リボ

多糖 の 再合成を 中心 と し た 外膜透過障壁 の 修復 が 起 こ る

こ と，熱 シ ョ ッ クタン パ ク 質 の 選択的な誘導合成 が 見 ら

れ，とくに低分子熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク質 フ ァ ミ リー
の

IbpA と IbpB に 特徴 的 な 挙 動 が 観察され る こ と な ど を

報告 した ．7−IU）こ れ ら の 分子 的な修復 に 呼応 して 細胞 の

顕著な熱抵抗性化現象も認 め られ，7
−LO｝選択培地上 で の

コ ロ ニ
ー

形成能 に よ っ て 評価 で き る い わ ゆ る損傷菌の 回

復特性 に つ い て も知見 を蓄積 して き て い る．7−lo｝

温度シ ョ ッ クス トレス に よる枯草菌 の 細胞膜障害と

　 そ れ に 基 づ く DNA 鎖 切 断 お よ び 自 己 溶菌 の

　　　　　　　　誘発 に よる殺菌

　細胞膜 の 損傷に よ り二 次的な損傷が 引き起 こ され，そ

れ が 死滅を ももた らす と考え られ る 事象 の 第 1 の 例 と し

て ，枯草菌 の 温度 シ ョ ッ ク に よる DNA 鎖切断を取 り上

げる．

　大 腸 菌や サ ル モ ネ ラ に お い て 致 死 的 な 加 熱 や 低 温

シ ョ ッ ク処 理 に よ る DNA 損傷と細胞 死 が 報告 され て い

る．9，ゆ 大腸菌の DNA 修復系酵素 の 欠損株な どで は 親株

と 比 較 し て 加熱 処 理 後 の 生 存率 が 低 下 す る こ とか ら ，

DNA 損傷が死滅因 子 の
一

つ で は な い か と考え られ て い

る が，そ の 要 因 に つ い て は 明 らか に され て い な い ．著者

ら は枯草菌 168 を 用 い ，加 熱 シ ョ ッ ク と低 温 シ ョ ッ ク に

よ る DNA 切断現象 と それ に 関 わ る因 了
・
の 特定，お よび 死

滅への 関 与 に つ い て 検討 し た ．1］・］
’2）こ れ ら の 温 度 シ ョ ッ

ク に よ る DNA 切断条件 を調査 した と こ ろ ，半致 死 的条

件 で あ る 0°G へ の 低 温 シ ョ ッ ク 処 理 や，55°C へ の 熱

シ ョ ッ ク 処 理 に よ っ て ，Ca2 ＋ ま た は Mn2 ＋ を 含 有 す る最

少 培 地 や L 培 地 で DNA の 切 断 が 確認 され た．こ の DNA

切 断 は，ZnCl・2 の 添加 で は 阻 害 され ず，ア ウ リン ト リカ

ル ボ ン 酸 で は 阻 害 され た こ と か ら，細 胞 に 存在す る Zn2 ＋

耐 性 で Ca2＋ ま た は Mn2 ＋ 依存性 の DNase の 関 与 が 示 唆

され た ．活 性 染色法 で 検出 され た 枯草菌 の 複数 の DNasc

群 の 中 か ら，金 属 イ オ ン 依存性，阻害剤感受性 お よ び

native 状態 で 活性型 か 不活性型 で 存在す る の か に よ っ

て 判別 した と こ ろ，強い 活性を示す 39kDa の DNase が，

有
’
カ な 候補 と し て 挙げ られ た ．こ の DNase 活性 は 膜 タ

ン パ ク質 で あ る こ とが示唆され た た め，膜画分を出発材

料 と して 精製 し，そ の 性 質を 調ぺ た 結果 広 範闘 の pH
で DNase 活性を有 し，至 適 pH は 7〜8，至適反 応 温 度

は 40 〜45 °G で ，55　
ec

ま で は失活が認 め られな い 耐熱

性酵素で あ っ た．また ，自己 の 染色体 DNA だ け で な く，

環状 プ ラ ス ミ ド，

一
本鎖 DNA ，　 RNA を基質とす るこ と

か らヌ ク レ ア
ーゼ で あ る こ とが わ か っ た ．DNA エ ン ド

ヌ ク レ ア ーゼ と相 同 性 を 示 す未 知 機能遺伝子破壊株 の 解

析 か ら，贈 F 遺伝 子が 活性染色 で 検出 され る 39kDa 型

を コ
ードす る こ と，また そ の 分解型 で あ る 28kDa の ヌ

ク レ ア
ーゼ も コ

ー
ドして い る こ とが 分 か っ た ．yokF 遺伝

了破 壊株 で は DNase 活 性 が ほ とん ど 検出 さ れず，致 死

的 温 度 シ ョ ッ ク処 理 で も 腕 ”抛oDNA 切断 が 観察 され な

か っ た．）
’
ok −

’
遺伝子破壊株 は親株 と比較 して 温 度 シ ョ ッ

ク 後 の 生 存率 が若干増加す る こ とか ら，主要な因子 で は

ない なが らもこ の 死 滅 因 子 の
．一
部と考え られ る．vohF 遺

伝 子 破壊株 は 親株 よ りも形質転換効率が増加す る こ と か

ら，細胞外核酸 の 代謝 に 関 与 して い る こ とが 示 唆され た．

さ ら に ）
，ohF 遺伝 子破壊株は，変異誘発作用がある マ イ ト

マ イ シ ン C に 対 し て 感受性 を示 した こ とか らこ の ヌ ク レ

ア
ーゼ が DNA 損傷時 の 防御 因 子 の つ で あ る こ とが 示

唆 された．YokF 前駆 体 は II型 シ グナ ル ペ プチ ドを含む

リボ タ ン パ ク質 で あ り，温 度 シ ョ ッ ク 時の 膜損傷に と も

な っ て そ の 局 在 性 が 変 化 し，結 果 的 に 染 色 体 DNA を 攻

撃 して 切断す るもの と推察 され た ．こ の モ デル を図 2 に

示 す．

　細胞膜 が 介在す る と推察 され る 二 次的損傷の 第 2 の 例

は ，細胞壁ペ プチ ドグ リカ ン の加 水分解を 起 こす オー ト

リ シ ン の 活 性 化 に よ る 細 胞 の 自 己 溶 菌誘 発 と死 滅 で あ

る，枯草菌で は cwlB （lvtD） に よ る低 温 シ ョ ッ ク で の 自

己 溶菌 が 報告 され て い る
IS）が ，ペ プ チ ドグ リカ ン 分解

酵素で あ る オート リシ ン は ，通 常 の 増殖期 に は そ の 活性

が 細胞膜近傍 で 制御 され て い るが ，低 温 シ ョ ッ ク や嫌気

処 理 ，低濃度 の 界面 活 性 剤添 加 な ど に よ っ て 活 性 化 され ，

自 己溶 菌 を 引 き 起 こ す ．14115）著者 らは ，こ の 現 象 を 殺 菌

に 利 用 した も の を 自殺 誘 発 殺菌 と呼 ん で い る．！4・151 た だ，

こ の 酵素が細胞膜上 で どの よ うに 活性制御 され て い るの

か に つ い て は よ く わ か っ て い な い ．著者 らは，一
価 カ チ

オ ン に よ る Ceobaci，llus　stea ・rOthe ’
rmoPhilu “ の 自己 溶菌誘 発
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　　シ ョ ッ ク処理 前
　 　 　 　 　 K♂（x 晒 く♂（K）c〔ンぐ

　 　 　 　 　 ペブチ ドグリカン

韆懸
鑼 攤飜
　　　　思
　 温 度 シ ョ ッ ク処理

図 2．温 度 シ ョ ッ ク処 理 した枯 草菌 細胞 にお け る細 胞 膜 損 傷 とそ

れ に 基づ く YokF 　DNase 活 性 化 の モ デ ル t2｝

機 構 を現在検討 中 で ，そ れ に 関 与 す る オ ート リシ ン の 特

定を図 っ て い る，16）

食塩シ ョ ッ ク殺菌 と改変 GFP を用 い る細胞膜障害の

　　　　　　　 モ ニ タ リン グ の 試み

　高濃度 の 食塩 に は 水分活性 の 低 下 とと も に そ れ 自体に

静菌作用があ り， 食品の 保蔵 に 利 用 され る が ，上 述 の 温

度変化 と同様，急激な濃度変化 を伴う非平衡条件 （浸透

圧 シ ョ ッ ク）下 で は細胞 死 滅 が 起 こ る．とくに食塩 シ ョ ッ

ク で は 顕著な殺菌作用 が 見 られ，大腸菌を数モ ル 程度 の

濃度の 食塩 に さらし ，そ の 後低張液 に 戻 す と急速 な 死 滅

が起 こ る．17）こ の食塩 シ ョ ッ ク に よ る 殺菌の 特性 と作用

機構 を調べ た ．17）

　 こ の 食 塩 シ ョ ソ ク 死 は シ ョ ッ ク 後数分間急激に 起 こ

り，そ の 後緩や か な速度 で 進行す る 2相性が観察され た ．

高張液 の 条件 が 高濃度側 ，ア ル カ リ側 ，シ ョ ッ ク 時 の 希

釈倍率が高 い ほ ど死 滅の 度合い が 上 昇 した ．また，死滅

の 程度 は 4，20°G の 低 温 域よ り 37，45°C で 上 昇 し た．

こ の 場合 も シ ョ ッ ク に よ る細 胞 膜 の 損傷 が 考 え られ，と

くに そ の 透過制御能 の 変化 を 分子 レ ベ ル で 検討す る こ と

を企 図 した．大腸菌な ど細胞内 の 無機塩 濃度 と pH は，

細胞膜 に ある NhaA や NhaB な どの Na ＋

！H ＋
ア ン チ ポー

蹄

e ・・・・… Cl・・… t・Ht …
一 ぎ

癰 改 変 型p醐 匕c ・セ・ サ灘 灘 蘿 攤 韈

  改・… Cl−tpH ・・i サ瀦

Nucieotides
Proteins，　etc

H20　　
C 卜

図 3．細 菌細胞 に お ける 細胞 膜の 透過 性制御機能の 損傷モ ニ タ リ

ン グツ
ー

ル と し て の 改 変型 GFP の 利 用 L’2｝

ター
の 働 き に よ り厳密 に 制御 され，細胞外環境 に よっ て

大き く変動す る こ となく，恒 常性 が 維 持 され て い る．IS）

し か し
， 細胞 が そ の 限界を 超 える 程度の 浸透圧 シ ョ ッ ク

な ど物理 的ス ト レ ス 処 理 に さ ら され た とき，細胞膜 の 損

傷 が 引 き起 こ され，こ れ らの 恒常性 が 崩壊し，Na ＋ や C1一

が 多 く細胞内 に 流人 す る と推察 され る．そ こ で，こ の 可

能性 を検討す る た め の 新し い セ ン サ ー細胞 の 構築を試 み

た （図 3）．

　近年 ，GFP （緑色蛍 光 タ ン パ ク 質） を基 に し た pH ，

Ga2 ＋ ，　 Zn2 ＋，　 cAMP な ど 種 々 の 指 示 薬 が 報 告 され て い

る．19）そ の なか の C1一セ ン サーと して 報告 された 20）黄色

蛍光 タ ン パ ク質 （YFP −H148Q ） に フ ォ
ー

ル デ イ ン グ能

向上 に 関 わ る 変異 を導 入 し て 蛍光特性 を 強化 した Gl一セ

ン サ
ー

の 変異体を構築 した．こ の YFP 変異体は 蛍光強度

が 高 く，高感度 で あ っ た が C1一だ けで な く酸性 pH に 対

して も感受性 を示す欠点 が 存在 した，そ こ で新た に pH

と C 【
一
の 変化 を独 立 して 検出す る た め の セ ン サーを構築

し た GFP 変異体か ら ス ク リー
ニ ン グ し た ．そ の 結果 ，

3M 食塩存在下で も消光 し ない が，酸性 pH に 対 して は 感

受性 を示 す CFP 変異体 と，Suwano ら 21＞に よ り報告 され

た 酸陛 pH 耐性 の CGFP 型 の 変異体 か ら pH 耐性 で あ る

が Cl一に 対 し て感受性 を示 す もの を見 い だ し，新規 Cl一セ

ン サ
ー

とし た （未 発 表）．

　こ れ ら改変 GFP セ ン サ ー
発 現 細胞 を用 い て ， 食塩
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シ ョ ッ ク に お け る細胞内 の pH お よ び Cl『濃度の 変動 を

調査 し た ，pH7 ，0 に 調 製 し た 各 濃 度 の 食 塩 を 含 む 50

mM 　HEPES 緩衝液 中 で シ ョ ッ ク 処理 を行 っ た と こ ろ，

食塩 に よ る 高浸透圧 シ ョ ソ ク で は細胞内 の CFP の 消光

は 観察 されず ， 細胞内成分の 漏洩 お よ び pH 変動 は ほ と

ん ど観察 されな か っ た が ，YFP や CGFP は 2M 付近 の

濃度 で の 食塩 シ ョ ッ ク で 急激な 消光 が 認 め られ た ．シ ョ

糖 な どを川 い た高浸透圧 シ ョ ッ ク で も若 干 の 消光を示 し

た が，食塩 シ ョ ッ ク よ り も微弱 で あ る こ と か ら，高浸透

圧 時 の 脱水 に よ る 細胞 内塩濃度 の 増 加 と考 え られ た．こ

の 800mM ま で の 食塩濃度 で は蛍光 レベ ル の 変動 は 非

常に 小 さか っ た が 1〜2　M 以 上 で 急激 に 消光す る こ と か

ら ，
こ の 濃度付近 が 細胞膜 の イ オ ン 透過 障壁 と し て の 限

界域で は ない か と推測 され た ．ま た食塩 の 高塩濃度か

ら 200mM 以下への 低浸透圧 シ ョ ッ ク に さらす こ とに

よ り，細胞 内 で 発現 させ た GFPuv の 漏洩 が観察 され，

細胞膜 の 物 理 的破断 に関与する こ とが 示 唆 され た ．こ れ

らの 改変 GFP は，細胞膜 の 透過性制御機能 にお け る 障

害をモ ニ タ リン グする こ とに利用 で きる もの と期待 され

る （未 発 表）．

　なお ，著者 ら は大腸菌の 食塩 シ ョ ッ ク 死 は カ タ ラ
ーゼ

添加 に よ っ て 低減 され，ま た カ タ ラ
ーゼ ニ 重 欠損株

（katE　hatC）で は感受性化す る こ とを見 い だ して い る．ま

た植物の食塩 ス ト レ ス 処 理 で は 金属 ナ ト リ ウム の 流入 に

よ り活性酸素 が 発生 す る と の 報告
22）が あ る こ とか ら，他

の い くっ か の ス トレ ス と1司様 に ，食塩 シ ョ ッ ク 処琿 に

よっ て 細胞内 に 二 次的 に過酸化水素が発生 して い る 可 能

性 が考え られ る．

　微生物制御技術 で あ る殺菌を ス トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ

ジーの 1分野 と して位置づ け る な らば，本稿で 述 べ た細

胞膜 の 損傷誘発 に よ る 細胞制御は 1 つ の メ ン ブ レ ン
・ス

トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジーと考 え る こ とが で き る．そ の

生 死 が殺菌処理直後 に は まだ定 まっ て い な い 損傷細胞 に

お い て，細 胞 膜 を 介 し て 細胞 内 の 状 況 を 迅 速 に モ ニ タ リ

ン グす る こ とはそ の 後 の 挙動 を予 測す る 上 で 有益 な知見

を与え る だ ろ う．した が っ て ，モ ニ タ リ ン グ の
一

例 と し

て こ こ で 紹介 した 改変 GFP の よ うな ツー
ル も，有用 な

メ ン ブ レ ン
・ス トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジー

の 1つ と言 え

る．微 生 物学分野 で の こ の ような細胞膜 に 対す る ス トレ

ス を活用す る技術は，細胞表層構造変化や薬剤排出機能

に 関わ る細菌 の 薬剤 耐 性 化 の 評 価 や 自然環境 に 生 息 す る

微生物 の 検出，生 理 ・生 態学的挙動 の 解析などへも適用

す る こ とが で き る だ ろ う．
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